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　　　Recently，　recombinant　Granulocyte－colony　stimulating　factor　（G－CSF）　has　been　purified．　G－
CSF　was　first　shown　to　act　as　a　humoral　factor　which　regulates　the　process　of　granulocyte
precursors　（G－CFC）　to　become　mature　and　functional　granulocytes，　in　vivo．　Further，　it　was　found
that　G－CSF　supports　the　survival　and　proliferation　of　early　myeloid　progenitors　generating　G－CFC．
Attempts　have　been　made　to　apply　G－CSF　in　patients　with　neutropenia．　There　are　some　reports　on
the　clinical　effLcacy　of　G－CSF　to　reduce　the　duration　of　severe　neutropenia　following　high－dose
chemotherapy　and　bone　marrow　transplantation．　However，　the　influence　of　G－CSF　in　the　regulatory
network　of　hematopoiesis　in　vivo　is　not　well　known．　ln　addition　to　the　humoral　hematopoietic
regulatory　factors　（CSFs），it　has　been　emphasized　that　interactions　with　bone　marrow　stromal　cells
and　hematopoietic　cells　are　essential　in　the　phenomena　of　hematopoiesis．　A　long　term　bone　marrow
culture　system　（LTBMC）　has　been　devoloped，　in　which　hemopoiesis　is　well　reproduced　in　vitro．　ln
this　study，　the　role　of　G－CSF　was　examined　in　LTBMC．　G－CSF　induced　an　increase　of　both　CFU
－GM　and　CFU－S　but　there　was　no　infiuence　on　the　adhesive　interaction　between　hematopoietic　stem
cells　and　stromal　cells．　These　results　suggest　the　possibility　of　G－CSF　to　amplify　hematopoietic
stem　cells　in　vitro，　which　would　be　beneficial　in　bone　marrow　transplantation．
1．緒 言
　血球細胞は造血組織である骨髄において造血幹細
胞が分化・増殖し，白血球，赤血球，血小板，リン
パ球などへ機能分化した細胞として末梢血寸寸に出
現する．造血幹細胞から多種：の血球への分化・増殖
機序の解明が試みられており，多くの血球分化を制
御する液性因子の存在が報告されている1）．これら
の液性因子を含めて，近年，骨髄における造血現象
を統御する機構として造血微小環境という概念が提
唱された2）．造血微小環境は，造血細胞，間質支持
細胞，細胞外基質及び造血因子3）より構成されてい
る．造血細胞の分化・増殖には，造血因子による刺
激の他に，細胞間の直接接着が必要とされてい
る4）．Dexterらは造血細胞を骨髄間質細胞と共に
フラスコ内で共培養することより長期骨髄培養系
（以下　Long　Term　Bone　Marrow　Culture；
LTBMC）を開発し5），造血現象のin　vitroでの再
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現に初めて成功した．本培養系は，造血微小環境の
構成成分を含み，また造血因子産生等機能を有し骨
髄における造血のメカニズムを包括的に考える上に
おいて有用なモデル6）と考えられている．一方，近
年では各種造血因子の純化，遺伝子のクローニング
が行われ，遺伝子組換型のものが量産され，臨床応
用が進められている．特に，穎粒球コロニー刺激因
子（以下Granulocyte－colony　stimulating　factor；
G－CSF）は高い特異性を持って好中球系細胞に直接
作用し，末梢血液中の好中球を増加させることが知
られ，臨床的有用性が注目されている7）．しかしな
がら，G－CSFの造血微小環境に与える影響は依然
不明な点が多く，造血幹細胞の分化，増殖を誘導す
るモデルシステムにおける実験：が必要である．筆者
は：LTBMCによる実験系を用いて造血微小環境に
おけるG－CSFの造血幹細胞に与える影響を検討し
た．
II．材料及び方法
　1）実験動物
　C3H／HeSlcマウス（日本クレア社）10～12週齢
の雄を用いた．
　2）　G－CSF
　ヒト遺伝子組換型G－CSF（recombinant　human
G－CSF；rhG－CSF　KRN8601）をキリン株式会社よ
り提供された．
　3）　マウス骨髄間質細胞株
　C3HマウスのLTBMC付着細胞より樹立された
造血幹細胞の支持能を有するMS－5株は森和博
博士より供与された．
　4）　LTBMCの作製（図1）
　マウスの大腿骨あるいは脛骨1本分の細胞
（1～2×107個）をα培養液（GIBCO社）に浮遊さ
せ，径60mmディッシュ（CORNING社）に播種
し，最終濃度15％牛胎児血清（以下FCS）（BIO－
CELL社）15％馬血清（以下HS）（日本バイオサッ
プセンター）10－7　Mハイドロコルチゾン　（UP
JONE社）添加α培鰍を60㎜ディッシュに加
え，全量を5m1とする．5％CO237℃培養器にて
静置培養する．1週間後，浮遊細胞を含んだ培養液
の半量を取り出し，同量の新しい培養液を入れ，培
養を継続する．この操作を3回繰り返し，培養開始
3週後，培養ディッシュの底面全体が間質細胞に覆
われた状態になった時点で，培養液中の全ての浮遊
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細胞を培養液と共に取り出し，α培養液で1回洗浄
し，付着細胞層のみとする．再び新しくマウス骨髄
細胞を採取し，10％FCS添加α培養液に浮遊さ
せ，CO25％，37℃において2時間静置する．この
操作において骨髄細胞中より付着細胞を除去し骨髄
非付着細胞5×106を培養ディッシュ上に形成され
た付着層に再播種する．以後，1週間毎に培養液の
半量交換を行う．
　5）　G－CSFの造血幹細胞への影響の検討（図2）
　G－SCFの造血幹細胞への影響を検討するため，
以下の要領で添加実験：を行った．
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　i）G－CSFをLTBMCに直接添加する方法
　LTBMC培養開始3週後，マウス骨髄非付着細
胞の再播種時にrhG－CSF添加群（10　ng／ml，100
ng／ml）及び非添加群（control群）を作成，培養
液は1週間毎に半量交換し，添加群では培養液交換
時にG－CSFの再添加を行う．各培養皿は，随時，
浮遊細胞及び付着細胞をそれぞれ取り出し，造血幹
細胞数の経時的な変化を検討した．
　ii）G－CSFを前処置として行なう方法
　G－CSFの骨髄細胞および付着細胞層，個々に与
える影響を検討する事を目的として行なった．マウ
ス骨髄細胞をG－CSF　10　ng／ml，10％FCS添加α
培養液にて3時間培養し，α　培養液で洗浄後，G－
CSF　無添加の　LTBMC　に再播種する系および
LTBMC付着細胞層をG－CSF　10　ng／ml，10％FCS
添加α培養液で3時間培養後，α培養液で洗浄し
た上にマウス骨髄細胞を再播種する系を作成した．
両系とも以後G－CSF無添加にて培養を行なった．
　6）付着細胞の処理方法8）
　LTBMC培養ディッシュをα培養液で2回洗浄
後，0．25％トリプシン，0．02％EDTA（SIGMA
社）1　m．1を添加．5％CO237℃で5分間静置し，
トリプシンを不活化するため20％FCS加α培養液
1　mlを加え，付着細胞層をラバーポリスマンを用
いて剥離し，20098分間遠心する．リン酸緩衝液
で2回洗浄後α培養液に浮遊し，細胞数を算定後，
それぞれのコロニーアッセイに用いた．
　7）　CFU－GM（Colony　Forming　Units－Granulo－
　　cyte／Macrophage）の培養方法
　LTBMC浮遊細胞は5×105／ml濃度に調整して
用いた．付着細胞は1dishの細胞を最終的に1　ml
α培養液に浮遊させ，そのうちのO．4　mlをCFU－
GMアッセイに用いた．培養法は軟寒天法を用い，
200／o　FCS，　100／o　AWCM　（Mouse　Abdominal　Wall
Conditioned　Medium），0．3％Agar（DIFCO社）を
培地として35mmディッシュに，浮遊細胞は最終
濃度5×104／ml，付着細胞はLTBMC　1／10　dishの
濃度として播種．37℃5％CO2の条件下で7日間
培養し，倒立顕微鏡下で観察し，50個以上の細胞
集団をコロニーとして算定した．
　8）　CSU－S　（Colony　Forming　Units　in　Spleen）
　　のアッセイの方法
　i）　マウス照射放射線量の検討
　6匹のC3Hマウスに800　radの放射線を照射．
照射後，2匹のマウスに正常マウスの骨髄細胞を
1×105／mouse，尾静脈より輸注した．4匹は無処理
群とした．以後，マウスはストレプトマイシン50
mg／1添加滅菌水にて飼育した．処理群2匹と無処
理群2匹を12日目に屠殺し，それぞれの末梢血液
細胞数，骨髄細胞数，CFU－Sの算定を行なった．
また，無処理群は自然死するまでの生存期間を観察
した．
　ii）LTBMc培養細胞のcFu－sアッセイの方
　　法9）
　マウス多能性造血幹細胞は放射線照射マウスに造
血細胞を経静脈的に移植した際，脾臓にコロニーを
形成することにより測定することができる．
　LTBMC　系より採取した付着細胞を放射線800
rad照射4時間後のマウスの尾静脈に注射．12日
目に屠殺し脾臓を摘出し，プアン液（ピクリン酸，
ホルマリン，氷酢酸より作成）で固定し，肉眼的に
観察し，コロニー数を算定した．
　9）　MS－5　とマウス骨髄細胞の共培養系に　G－
　　CSF添加する方法
　LTB C付着細胞層には造血幹細胞が存在する．
この為，MS－5を付着細胞層として用い，骨髄細胞
を播種させ，播種細胞中の造血幹細胞の分布，接着
に与えるG－CSFの影響を検討した．　MS－5を10％
FCS添加α培養液にて60　mmディッシュでCO2
5％，37℃条件下で4日間培養，sub　confluentの状
態にて，付着細胞除去マウス骨髄細胞を4×105／
d shとして再播種．この時，　G－CSF添加群及び非
添加群を作成し，培養．培養経過1日，3日で付着
細胞および浮遊細胞をそれぞれ取り出して，CSU－
Sアッセイを行なった．
III．結 果
1）　G－CSFのLTBMC浮遊細胞に与える影響
　（表1，表2，図3，図4）
G－CSF添加群において浮遊細胞数はcontro1群
表1G－CSF添加によるLTBMC
　　浮遊細胞数の変化
浮遊細胞数（cells！dlsh）
control群　G－CSF高獅№?Q添加群 　G－CSFcOngん2添加群
Day　5 7．0×105 16．0×105 39．0×105
Day　7 11．0×105 30．0×105 32．0×105
Day　14 0．5×105 4．0×105 3．5×105
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表2G－CSF添加によるLTBMC
　　浮遊細胞CFU－GM数の変化
CFU－GM数（coloniesldish）
Contro［群 　　G－CSFP0ng1・2添加群
　　G，CSF
P00ngん8添加群
Day　5 2733±1244232±1506020±140
Day　7 294±34 400±16 865±27
Day　14 16±3 60±4 147±2
（means±S，D，）
表3G－CSF添加によるLTBMC
　　付着細胞CFU－GMの変化
CFU－GM数（colonles／dish）
Control群　G－CSFP0ngん2添加群
　　G－CSF
P00ng／・2添加群
Day　5 1020±60 1710±60 2100±30
Day　7 540±30 1830±30 2520±120
Day　14 590±38 1221±1561503±4
（means±S，D，）
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図4　G－CSF添加によるLTBMC浮遊細胞
　　CFU－GMの変化
に比し増加することが確認された．増加のピークは
骨髄細胞再播種後，5～7日であり，以後漸減傾向
を示した．添加群とcontrol群にピークのずれはな
く，また細胞数の増加はG－CSFの濃度依存性を示
した．浮遊細胞中のCFU－GMもほぼ同様の変化を
示し，添加群はcontrol群に比して増加傾向を示し
た．
　2）G－CSFのLTBMC付着細胞に与える影響
　　（表3，図5，写真1）
　G－CSF添加群において付着細胞中のCFU－GM
はcontrol群に比して増加傾向を示し，そのピーク
は5～7日目であった．また，このG－CSFの効果
　　　　　　　5　　7　14　day　　　　　　　　　播種後日数
図5G－CSF添加によるLTBMC付着細胞
　　CFU－GMの変化
は濃度依存性を示した．
3）G－CSFによる前処置の影響（表4）
　LTBMC，マウス骨髄細胞いずれの前処置群にお
いても無処置群（control群）と有意な差は認めら
れず，培養後の付着細胞中のCFU－GM数に増加傾
向は認められなかった．
　4）　マウス照射放射線線量の検討（表5）
　放射線照射後，骨髄細胞移植を施行しなかったマ
ウス群（無処理群）において，末梢血液，骨髄とも
に著しい細胞数の低下を示した．また，無処理群は
19日及び21日目に死亡した．一方，骨髄移植マウ
ス群（処理群）は12日目に造血系の回復が認めら
れ，CFU－Sの検討に800　rad照射を条件設定した．
　5）G－CSF　添加による　LTBMC　付着細胞中
　　CFU－Sに与える影響（表6，図6）
　G－CSF添加群においてCSU－Sは非添加群に比
「し有意な増加（4．5倍）を示し，そのピークは播種
後7日目であり，14日目には両者間に有意な差は
認められなかった．
　6）G－CSF添加によるMS－5とマウス骨髄細胞
　　共培養に与える影響（表7，写真2）
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写真1　マウス骨髄細胞播種後5日目の位相差顕微鏡写真
　　播種細胞は付着細胞層でコロニーを形成し増殖している．
　　G－CSF添加により，コロニー数の増加を認める．
（5）
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（A）control群
（B）G－CSF添加群（10　ng／ml）
（C）G－CSF添加群（100　ng／ml）
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表4G－CSFによる前処置の影響
　　（付着細胞中CFU－GMの変化）
control群　G－CSF高獅№P・4添加群
マウス骨髄細胞
@前処置群
付着細胞層
O処置群
Day　1 100％ 109％ 91％ 136％
Day　3 100％ 144％ 96％ 84％
Day　5 田。％ 168％ 65％ 103％
Day　7 100％ 338％ 55％ 66％
colonies－　dish
輔200
cc）
己100
0
（control群を1DO％として）
表5　放射線照射マウスの検討
無処理群 処理群
末梢血有核細胞数 65！μ 166ノμ2
骨髄有核細胞数 2．5×105／bone8．o×1051b・ne
CFU－S 01spleen15！spleen
各々，放射線照射12日目の数値
表6G－CSF添加によるLTBMC
　　付着細胞中のCFU－Sの変化
cFu－s数（coloniesldish）
　　　　　　　　　　　　G－CSFcotrol群　　　　　　　　　　mngん2添加群
Day　7 45±9　　　　205±60
Day　14 40±0　　　　　53±18
！
！
11
／
11
　11NNlt@Nm！　’mNNNNN
（means±S．D．）
N
一　control　＃
一一一一 f－CSF　IOng／m1添加群
N
11
　　　　　　7　14　day　　　　　　播種後日数
図6G－CSF添加によるLTBMC付着細胞
　　CFU－Sの変化
表7G－CSF添加によるマウス骨髄細胞と
　　MS－5の共培養系の変化
control群 G－CSF　10ng／m8添加群
浮遊細胞中　付着細胞中
@CFU．S　　　　CFU－S
浮遊細胞中　付着細胞中
@CFU－S　　　CFU－S
Day　1 15±0　　　55±0 15±1　　　50±5
Day　3 15±5　　　15±0 10±0　　　40±：0
（CFU－S／dish，　means±S．D．）
　骨髄細胞播種1日後，CFU－Sは付着細胞層に多
く存在し，浮遊細胞及び付着細胞中のCFU－Sの数
はG－CSF添加群，　control群で差は認められなか
った．しかし，3日目で非添加群において付着細胞
中のCFU－Sは低下傾向を示したが，添加群におい
てCFU－S数は保たれた．
IV．考 案
　ヒトG－CSFは穎粒球増多症を伴う癌患者の癌細
胞培養液中より初めて抽出，精製された10）．ヒトG
－CSFはヒトおよびマウスの骨髄細胞に作用し，穎
粒球コロニー形成が観察された11）ことより，ヒトG
－CSFはヒトとマウスの間に種特異性が無いことが
示された．現在，G－CSFは化学療法後，骨髄移植
後の患者に投与され，穎粒球が正常レベルに達する
までの期間が大幅に短縮されている12）．今回の実験
において，LTBMCにG－CSFを添加することによ
ってLTBMC中のCFU－GMが対照群に比し，増
加することを示したことは，in　vivoにおけるG－
CSFの穎粒球増加作用を裏付けるものと考えた．
従来，G－CSFは穎粒球系への分化がcommitされ
た分化の一段進んだ造血幹細胞に主として作用し，
分化増殖促進作用を有するとされている13）14）．一
方，CFU－Sの分化はmulti　CSFといわれるIL－3
の働きが最も重要とされていたが，近年G－CSFが
CFU－Sに働き，　DNA合成のサイクルに入れる作
用を示し15），更にヒトにおいてもその作用があるこ
とが証明されている．事実，今回の実験でG－CSF
添加によって，LTBMC中のCFU－GMのみなら
ずCFU－Sも増加したことはG－CSFがCFU－Sを
含めた初読zo造血系全体の造血促進作用を有する
と考えられる．G－CSFがin　vitroにおいてCFU－
Sの増殖維持に有用であることは，自家骨髄移植の
細胞保存法として，あるいは採取造血幹細胞の試験
管内増幅法として臨床応用できる可能性を示唆して
いる．LTBMC培養系において培養皿底面に形成
された造血間質細胞層上に播種された造血幹細胞は
間質細胞に接着しさらに細胞外基質を含めて両者細
胞がclose　contactをとりながら安定した状態が構
成される（homing）．このような状態で造血幹細胞
はG－CSF等液性造血因子あるいは細胞間直接結合
を介して，間質細胞の統御をうけ，self－renewal
あるいは分化・増殖することにより勿加吻での造
血維持が営まれていると考えられている．したがっ
て，in　vitroでの造血現象には，まず，造血幹細胞
が間質細胞にhoming16）すること，さらに安定した
統御機構の成立卜いくつかの重要な機序が必要とさ
れる3）17）．今回，G－CSF添加によりCFU－GM及び
（6）
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（A）　control群
（B）G－CSF添加群（10　ng／ml）
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　　G－CSF添加により，　MS－51ayer上の骨髄細胞は明らかな増加を示している．
CFU－Sが増加した作用機序に関してはさらに検討
の余地を残すが，1）G－CSF添加によるCFU－GM
のcontrol群に対する増加率（播種後5日目におい
て）は付着細胞及び浮遊細胞でほぼ同等の増加率
（155％と168％）を示すことより，G－CSFは付着
細胞中及び浮遊細胞中に存在するそれぞれの前駆細
胞に作用し，増加させたと考えられる．2）MS－5
と造血細胞の共培養系において，培養1日後では，
G－CSF添加群とcontrol群でLTBMC中のtota1
のCFU－Sの数に差はなく，CFU－S分布比率（付
着細胞中と浮遊細胞中の　CFU－Sの比率）はG－
CSFによる影響を受けず，約1：3と一定の割合を
示した．また，培養3日後ではcontro1群付着細胞
中のCFU－Sは減少したが，　G－CSF添加群付着細
胞中のCFU－Sは保たれた．以上のことよりG－
CSFは造血幹細胞と間質細胞の接着分布には直接
影響を与えないが，付着細胞層に接着したCFU－S
の安定，増殖に作用すると考えた．また，G－CSF
による骨髄細胞及び付着細胞層各々別々の前処置で
は，以後の培養におけるCFU－GM，　CFU－S数等に
著名な変化は認められず，G－CSFの作用は造血幹
細胞への直接的作用は当然有するもののLTBMC
中の他 細胞を介しての二次的活性の存在，言い換
えると，LTBMC培養系全体に対する造血刺激作
用を有することが示唆され，今後の検討を要すると
考えた．
（7）
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V．結 語
　　LマウスLTBMCにG－CSFを添加し，造血微
少環境におけるG－CSFの造血幹細胞に与える影響
を検討した．
　　2．LTBMCにG－CSFを添加することにより浮
遊細胞中及び付着細胞中のCFU－GM数は増加し，
その増加のピークは細胞再播種後5～7日であった．
また，このG－CSFの効果は濃度依存性を示した．
　　3．G－CSF添加により，付着細胞中のCFU－S数
は増加した．増加のピークは骨髄細胞再播種後
5～7日であった．また，このG－CSFの効果は濃度
依存性を示した．
　　4．骨髄細胞及び付着細胞層のG－CSF前処置で
は，以後のLTBMC中のCFU－GM数の増加は認
められなかった．
　　5．G－CSF添加は造血癌細胞の付着細胞層へのi接
着には影響を与えなかった．
　　6．G－CSFのLTBMCにおけるCFU－GM，　CFU
－Sの増殖効果は，in　vitroにおける造血幹細胞の
増幅法として臨床応用の可能性が示唆された．
　　稿を終えるに臨み，終始御指導，御校閲を賜りま
した恩師，東京医科大学内科学教室　外山圭助教授
に深謝致します．また，直接御指導，御校閲を頂き
ました，相沢信博士に謝意を表します．また，御協
力を賜りました放射線科学教室，網野三郎教授，放
射線技師諸兄に感謝致します．
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